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inhibitorjev prve (vežejo se na izoobliki PFK-M in PFK-P) in druge generacije. 
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učinek). Na podlagi rezultatov sklepamo, da smo odkrili obetavne molekule, ki bi 
jih lahko v povezavi z že znanimi terapijami v prihodnosti uporabili za 
preprečevanje širjenja raka. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 






AKT protein kinaza B 
ATP adenozin-trifosfat 
cAMP ciklični adenozinmonofosfat 
CCK cikel citronske kisline 
C-Myc transkripcijski faktor 
CO2 dušikov dioksid 
DCA dikloroocetna kislina 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNK deoksiribonukleinska kislina 
ErbB2 receptor tirozin kinaze 2 
F-1,6-BP frruktoza-1,6-bifosfat 
F-2,6-BP fruktoza-2,6-bifosfat 
GAPDH gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza 
GLUT1 glukozni transporter 




LDH laktat dehidrogenaza 
MCT monokarboksilatni transporterji 
XIII 
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MPC prenašalec mitohondrijskega piruvata 
mTOR mehanistična tarča rapamicina 
NADH nikotinamid adenin-dinukleotid 
NADPH nikotinamid adenin-dinukleotid fosfat 
PDH piruvat dehidrogenaza 
PFK-1 fosfofrukto-1-kinaza 
PFK-L fosfofrukto-1-kinaza L izomeraza 
PFK-M fosfofrukto-1-kinaza M izomeraza 
PFK-P fosfofrukto-1-kinaza P izomeraza 
PFKB3 6-fosfofrukto-2-kinaza/fruktoza-2,6-bifosfataza 3 
PGI foskogluko izomeraza 
PGK fosfoglicerat kinaza 
PGM fosfoglicerat mutaza 
PI3K fosfatidil-inozitol-3-kinaza 
PK piruvat kinaza 
Rb retinoblastom 
RKS reaktivne kisikove spojine 
TNFα tumor nekrozni faktor α 
TPI tirozafosfat izomeraa 
TGF-β transformacijski rastni faktor β2 
TP53 tumorski protein 53 




Potokar U.K. Testiranje inhibicije modificiranega jetrnega … rakastih celicah z izbranimi učinkovinam i.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
1  UVOD 
Rak je kralj vseh bolezni. Po podatkih Svetovne zdravstvene organizacije za leto 2018 je 
za rakom zbolelo 18,1 milijona in umrlo kar 9,6 milijona ljudi. Te številke uvrščajo raka na 
drugo mesto kot vzrok smrti, takoj za kardiovaskularnimi boleznimi. Za zdravljenje se je v 
omenjenem letu porabilo 1, 16 trilijona ameriških dolarjev in 55 bilijonov dolarjev pa so 
farmacevtske in biotehnološke družbe porabile za raziskave ter izdelavo novih, 
učinkovitejših zdravil, s katerimi bi lahko zmanjšali število rakavih obolenj (WHO,  2018). 
 
Glavna značilnost raka je tvorba neoplazij, ki nastanejo zaradi genetskih sprememb v 
celicah. Te celice se začnejo nenadzorovano deliti, postanejo nesmrtne, izognejo se 
povratnim zankam, zmožne so sprožiti angiogenezo, postanejo invazivne in tvorijo zasevke 
– metastaze. Ena od ključnih značilnosti je tudi okvarjen energetski metabolizem, saj 
prihaja do pospešenega toka glikolize, pri čemer rakaste celice presnovijo več glukoze kot 
normalne celice. Glukozo preko metabolnega pretoka v večini predelajo v laktat. Temu 
pravimo Warburgov učinek. Vzrok za to so deregulirani ključni regulatorni encimi 
glikolize. Eden takih je tudi 6-fosfofrukto-1-kinaza (PFK-1).     
 
Encim PFK-1 je eden najbolj kompleksnih alosteričnih regulatornih encimov glikolize, ki 
je v telesu prisoten v treh različnih izooblikah: mišični (PFK-M), jetrni (PFK-L) ali 
trombocitni tip (PFK-P) (Pelicano in sod., 2006). Vsi tipi encima v telesu opravljajo enako 
vlogo, fosforilirajo fruktozo-6-fosfat. Pri raku prihaja do njegove posttranslacijske 
modifikacije, kjer pride do odcepitve C-terminalnega dela. Modificirani PFK-1 kljub temu 
ohrani encimsko aktivnost in zato prihaja do pospešene glikolize. Za posamezne vrste raka 
je značilno, da se pri njih spreminja razmerje med posameznimi izooblikami. Za 
metastazne tipe raka je značilno, da v njih prevladuje jetrni tip encima.   
 
Posamezne izooblike encima se med seboj ločijo tudi po tem, katero aminokislino imajo na 
vezavnem mestu ATP. Pri PFK-M in PFK-P je na 120. poziciji arginin, medtem ko ima 
PFK-L treonin (slika 1). Na Kemijskem inštitutu v Ljubljani so s pomočjo presejanja baze 
podatkov ZINC Drugs NOW (http://zinc.docking.org/) s superračunalnikom določili 34 
spojin, ki se vežejo na vezavno mesto ATP v aktivnem centru modificiranega encima PFK-
1 in ga inhibirajo. Prva generacija inhibitorjev (18) je bila namenjena izoencimom PFK-M 
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Slika 1: Model ATP vezalnega mesta humanega PFK-P encima (rdeče-modro) s prikazanim prileganjem molekule 
inhibitorja (zeleno). 
1.1 NAMEN DELA 
Namen dela je bil inhibirati visoko aktivno modificirano jetrno obliko encima PFK v 
metastaznih celičnih linijah. S tem bi preprečili njegovo prekomerno aktivnost v rakastih 
celicah in znižali njegovo izražanje na raven normalnih celic. Posledično ne bi več 
prihajalo do izločanja laktata iz celic, kar bi lahko omogočilo učinkovitejšo uporabo terapij 
za zdravljenje (npr. imunoterapija) ali aktivacijo lastnega imunskega sistema. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Z inhibicijo visoko aktivnega jetrnega tipa humanega PFK-L, ki prevladuje v metastaznih 
tipih raka, pričakujemo, da bomo zmanjšali pospešen metabolni pretok preko glikolize, ki 
je značilen za rakaste celice. Primerno znižana aktivnost PFK-L bo prispevala k nižji ravni 
NADH v celicah, zato za vzdrževanje redoks stanja v celicah ne bo več potrebna njegova 
reoksidacija ob redukciji piruvata v laktat. Pričakujemo, da bo zmanjšana aktivnost 
modificiranega encima PFK-L podobna tisti v normalnih humanih celicah, tako da 
inhibitorji ne bodo bistveno vplivali na hitrost rasti tretiranih celic in njihovo preživetje. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZNAČILNOSTI RAKA 
Rak je bolezensko stanje, za katerega je značilnih deset bioloških lastnosti. Le-te se 
pojavijo skozi večstopenjski razvoj bolezni in se delijo v dve večji skupini: lastnosti, 
odgovorne za nastanek bolezni, in lastnosti, ki omogočijo obstoj in napredovanje bolezni. 
Pri nastanku bolezni imajo poleg mutacij ključno vlogo kronična proliferacija mutiranih 
celic, izognitev zaviralcem rasti in lastnemu imunskemu sistemu ter okvarjen energetski 
metabolizem. Za vzdrževanje bolezni je ključno vnetje, ki ga povzročajo rakaste celice, 
nastanek angiogeneze ter invazija in metastaziranje rakastih celic. Nestabilnost genoma in 
nastanek mutacij, neomejena rast in nesmrtnosti pa so lastnosti, ki so značilne za vse 
stadije in vrste raka (Hanahan in Weinberg, 2011).   
Vzdrževanje kronične proliferacije rakastih celic predstavlja eno najpomembnejših 
lastnosti tumorja. Do kronične proliferacije prihaja zaradi deregulacije signalnih poti, ki so 
v zdravih tkivih regulirane z rastnimi faktorji. Deregulacija je lahko posledica različnih 
vplivov: rakaste celice lahko same aktivirajo transkripcijske faktorje, lahko s tumorigeno 
stromo prenesejo signal na zdrave celice ali pa uničijo receptorsko signalizacijo zdravih 
celic. Za nastanek tumorja je potrebna tudi izognitev zaviralcem rasti, ki je odvisna od 
aktivnosti tumorskih supresorskih genov, kot sta retinoblastom (Rb) in tumorski protein 53 
(TP53). To sta kontrolni točki v celičnim ciklu in od njiju je odvisno, ali se celica deli ali 
pride do apoptoze. Njihove mutacije povzročijo neskončne delitve, kar pomeni nesmrtnost 
samih celic. Na nesmrtnost celic vpliva tudi telomeraza. To je specialna DNK-polimeraza, 
za katero je značilno, da na telomerne konce DNK vedno znova dodaja nove, ponavljajoče 
se elemente. Posledica tega je, da je telomerna DNK zaščitena pred krajšanjem in postane 
nesmrtna. Pomembna lastnost tumorjev je tudi odpornost na celično smrt (apoptozo), ki je 
posledica izgube tumor supresorske funkcije proteina TP53, povečanega izražanja 
antiapoptotskih regulatorjev (Bcl-2 in Cli-xL) ter signalov preživetja (Igf1/2) in nižjega 
izražanja proapoptotskih faktorjev (Bax, Bim, Puma). Posledično pri raku ne prihaja do 
apoptoze celic, ki bi v normalnih tkivih propadle, in se nemoteno in hitro delijo. Prihaja do 
kopičenja mutacij in posledično do onkogenih sprememb. Na nastajanje novih mutacij 
vpliva tudi pojav reaktivnih kisikovih spojin (RKS), ki so mutagene. Te nastanejo zaradi 
pospešenega metabolnega pretoka, ki je posledica okvarjenega energetskega metabolizma. 
Tu prihaja do pojava aerobne glikolize. Poveča se vstop glukoze v citoplazmo preko 
transporterjev GLUT1, encimi glikolize so bolj izraženi, poveča se raven citosolnega 
NADH in glikolitičnih intermediatov, nastaja pa tudi laktat, ki se izloča iz celic ter v 
zunajceličnem prostoru zniža pH-vrednost in moti delovanje imunskih celic. Prav tako 
lahko sam tumor izloča imunosupresivne faktorje, kot je TGF-β, in onesposobi 
citotoksične naravne celice ubijalke in druge T-limfocite. Pri napredovanju bolezni ima 
ključno vlogo angiogeneza. To je fiziološki proces, ki sproži tvorbo novih krvnih žil iz že 
obstoječih žil in je posledica delovanja angiogenih transkripcijskih faktorjev  
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(Hanahan in Weinberg, 2011). Velik vpliv na to ima izvencelični laktat, saj sproži 
izražanje vaskularnega endotelnega transkripcijskega faktorja VEG-F, ki je v telesu 
odgovoren za razvoj žil (Sonveaux in sod., 2012). Prisotnost laktata sproži tudi luščenje 
rakastih celic v tumorju, njihov vstop v krvne žile in razseljevanje v druge dele telesa 
preko krvožilnega ali limfnega sistema ter tvorbo zasevkov (metastaz). Vnetje je lastnost, 
ki je prisotna že v začetnih stadijih nastanka neoplastične bolezni in omogoča mutiranim 
rakastim celicam idealno okolje za razvoj bolezni (Hanahan in Weinberg, 2011).  
2.2 GLIKOLIZA 
Glikoliza predstavlja metabolno pot presnove glukoze v celicah, kjer se le-ta s pomočjo 
različnih biokemijskih presnovnih procesov pretvori v dve molekuli piruvata ter v dve 
molekuli ATP-ja in NADH-ja (Gatenby in sod., 2004). Glikoliza poteka v citoplazmi in jo 
lahko razdelimo na dva dela. V prvi fazi se porabita dve molekuli ATP-ja, da se aktivirana 
glukoza pretvori v fruktozo-1,6-bifosfat (F-1,6-BP) s pomočjo glikolitičnih encimov: 
heksokinaze (HK), fosfogluko izomeraze (PGI) in fosfofrukto kinaze (PFK-1). V drugem 
delu se F-1,6-BP preko več stopenj pretvori v piruvat ter v štiri molekule ATP-ja in dve 
NADH-ja. Ključni encimi pri tej pretvorbi so: aldolaza, triozafosfat izomeraza (TPI), 
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH), fosfoglicerat kinaza (PGK), fosfoglicerat 
mutaza (PGM), enolaza, piruvat kinaza (PK). V aerobnih pogojih se nato piruvat s 
pomočjo piruvat dehidrogenaze (PDH) pretvori v acetil-koencim A in vstopi v cikel 
citronske kisline (CCK), kjer se oksidira do CO2 in H2O. V anaerobnih pogojih pa se 
piruvat s pomočjo laktat dehidrogenaze (LDH) pretvori v laktat (Pelicano in sod., 2006). 
Metaboliti glikolizne poti so ključni za pridobivanje energije, ključno funkcijo imajo tudi 
pri gradnji drugih celičnih struktur, saj predstavljajo vir ogljika (DeBerardinis in sod., 
2008).  
2.3 DEREGULIRANA GLIKOLIZA 
Spremenjen metabolizem rakastim celicam (slika 2) omogoči, da kljub prisotnosti kisika ne 
prihaja do popolne oksidacije glukoze, ampak pospešena glikoliza omogoči hitro delečim 
se celicam tvorbo zadostne količine kemijsko vezane energije, ki se uporabi pri anabolnih 
procesih. Rakaste celice porabijo kar 85 % več glukoze kot normale. Temu pravimo 
deregulirana aerobna glikoliza ali Warburgov učinek (DeBerardinis in sod., 2008; Vander 
Heiden in sod., 2009). 
Povišana raven  NADH v citosolu  poruši redoks potencial. Rakaste celice to preprečijo z 
reoksidacijo odvečnega NADH v NAD+ ob sočasni redukciji piruvata v laktat in ob 
pomoči encima NADH-specifične laktat dehidrogenaze (LDH) (Vander Heiden in sod., 
2009).  
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Slika 2: Shema metabolne poti za tvorbo laktata pri rakastih celicah.  
Ker se večina piruvata pretvori v laktat, ga samo približno 10 % potuje v CCK. Zato se pri 
rakastih celicah ta cikel napaja z glutaminom, ki omogoči nemoteno presnovo preko CCK, 
oksidativno fosforilacijo in tvorbo ATP. Glutamin preide v mitohondrij, ko ga glutaminaza 
reducira v glutamat. Ta je ključen prekurzor za tvorbo intermediatov CCK in tvorbo 
NADH v mitohondrijih (Vander in sod., 2009).  
 
Pojav deregulirane glikolize se lahko uporablja tudi za diagnostiko raka. 18F-
fluorodeoksiglukoza (18F-FDG) je radioaktivno označen analog glukoze in nam pokaže 
kakšna je presnova glukoze v določenih tkivih, saj vemo da je pospešena poraba glukoze 
značilna za rakaste celice (Zhu in Thompson, 2019). Ker pa se 18F-FDG izloča preko 
ledvic, predstavlja omejitev pri uporabi, predvsem pri določitvi uroloških tumorjev. Prav 
tako je povečano kopičenje 18F-FDG lahko prisotno tudi pri številnih benignih tumorjih in 
ostalih boleznih (tuberkuloza, različna vnetja, okužbah in procesih celjenja tkiv), zato 
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2.4 6-FOSFOFRUKTO-1-KINAZA (PFK-1) 
6-fosfofrukto-1-kinaza (PFK-1) je najpomembnejši alosterični regulatorni encim glikolize, 
saj katalizira enega od ireverzibilnih korakov in določa njeno hitrost v skladu s potrebo po 
energiji in količini glikolitičnih intermediatov. PFK-1 fosforilira fruktozo-6-fosfat s 
pomočjo Mg-ATP v fruktozo-1,6-bisfosfat in Mg-ADP. Delovanje encima uravnavajo  
različni metaboliti: ATP, citrat in N-acetilglukozamin inhibirajo njegovo delovanje, 
medtem ko ADP, AMP, cAMP, F-2,6-BP, F-1,6-BP in glukoza‐1,6‐bifosfat spodbujajo 
njegovo delovanje (Vora in sod., 1985; Sola-Penna in sod., 2010; Andrejc in Legiša, 
2018).  
Encim se je med evolucijo razvil s podvojitvijo in fuzijo prokariontskih genov. PFK-1 je 
tetramerni encim. Monomerne enote same po sebi niso aktivne, aktivne postanejo šele, ko 
se povežejo v dimere s pomočjo kalmodulina (Hasawi in sod., 2014). Za aktivno delovanje 
encima se morajo dimerne enote zaradi svoje nizke aktivnosti združiti se v tetramere (Sola-
Penna in sod., 2010). PFK-1 ima ločeno aktivatorsko in alosterično domeno. Na N-
terminalnem delu je aktivatorska domena, medtem ko je na C-delu alosterična domena, ki 
se je med evolucijo razvila z mutacijami in je odgovorna za natančno regulacijo encima 
(Andrejc in sod., 2017). Ima šest alosteričnih vezavnih mest: za substrat, za ATP, dve 




















Slika 3: Shema tetramera encima PFK-1. S črko K je označeno katalitično mesto encima, s črko T pa mesto spoja med 
dvema dimeroma (prirejeno po Webbu in sod., 2015). 
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V človeškem telesu so tri različne izooblike encima, ki jih kodirajo trije različni geni in so 
na kromosomih 1, 21, 10. Te oblike so mišični tip (PFK-M), jetrni tip (PFK-L) in 
trombocitni tip (PFK-P). Pojavnost določene izooblike oziroma kombinacije izooblik 
encima je tkivno specifično, medtem ko je samo v mišicah prisotna le oblika PFK-M 
(Dunaway in sod., 1988; Sola-Penna in sod., 2010; Zancan in sod., 2016). Odkrili so tudi,  
da je od tipa in agresivnosti raka odvisno razmerje posameznih izooblik, saj le-te vplivajo 
na glikolitični metabolizem. Večja pojavnost PFK-L in PFK-P je prisotna pri agresivnejših 
tipih raka, kot so tudi metastatske oblike raka. Zanju je značilno, da se odzoveta že na zelo 
nizke koncentracije fruktoze-2,6-bifosfata (F-2,6-BP), medtem ko se manj učinkovito 
odzivata na inhibitorje (Vora in sod., 1985; Zancan in sod., 2010; Diaz-Ruiz in sod., 2011; 
Zaganjor in sod., 2017). Na delovanje PFK-L naj bi v veliki meri vplival tudi inzulin 
(Ausina in sod., 2018). 
2.4.1 Posttranslacijska modifikacija PFK-1 
Deregulirana glikoliza in nastanek Warburgovega učinka sta posledici posttranslacijskih  
modifikacij PFK-1. Le-te imajo ključno vlogo pri spremembi regulacije, aktivnosti in 
afinitete encima. Iz nativnega encima 85 kDa po proteolitični cepitvi C-terminalnega dela 
nastane aktiven kratki fragment 47 kDa. Zanj je značilno, da je neobčutljiv na inhibicijo s 
citratom in ATP, saj se z odcepom C-terminalnega dela izgubijo specifična regulatorna 
mesta in fragment postane rezistenten na inhibicijo povratne zveze. Ohranijo se aktivna 
mesta encima, saj se nahajajo na N-terminalnem delu. V primerjavi z nativnim encimom je 
modificiran encim bolj dovzeten za aktivacijo z efektorji, npr. F-2,6-BP, ki poveča 
aktivnost encima (Šmerc in sod., 2011).   
Glikolitični metabolni pretok v evkariontskih organizmih nadzorujejo alosterični encimi, ki 
ohranjajo svojo regulacijo s pomočjo inhibicije povratnih zank kljub povišani ekspresiji 
drugih glikolitičnih encimov. Kot so dokazali na primeru E. coli in S. cerevisiae, ko so 
povečali ekspresijo glikoliznih genov, le-to ni vplivalo na hitrost porabe glukoze in 
nastajanje etanola oz. laktata (Emmerling in sod., 1999; Hauf in sod., 2000). Zato lahko 
sklepamo, da so posttranslacijske modifikacije glavnih regulatornih encimov nujne za 
spremembo hitrosti metabolnega pretoka in prav tako za presnovne spremembe, ki 
nastanejo med preoblikovanjem nativnih celic v rakave celice (Šmerc in sod., 2011).  
2.5 LAKTAT 
Laktat (mlečna kislina) ima ključno regulatorno vlogo pri nastanku, vzdrževanju in 
metastaziranju raka. Nastaja v celici in se s pomočjo monokarboksilatnih transporterjev 
(MCT) izloča v medcelični prostor, kjer ustvari optimalno okolje za nemoteno delovanje 
rakastih celic. Padec pH-vrednosti v celičnem matriksu omogoči povečano izražanje 
zunajceličnega vaskularnega endotelijskega rastnega faktorja A (VEGF-A) in proteaz, 
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neodvisno od koncentracije kisika (O2). Hkrati VEGF-A spodbudi tvorbo krvnih žil v 
tumorjih tako, da so rakaste celice preskrbljene s hranilnimi snovmi in kisikom. Laktat 
vpliva na tvorbo hialuronana, ki omogoča migracijo rakastih celic in posledično 
metastaziranje tumorjev (Hirschhaeuser in sod., 2011; Doherty in sod., 2013). 
Nižja pH-vrednost v tumorju negativno vpliva na imunske celice, saj le-te ne morejo 
delovati optimalno. Posledica je nižja T-celična aktivnost, zmanjšana diferenciacija 
monocitov v dendritičnih celicah, zavrto delovanje naravnih celic ubijalk in izločanje 
citokinov. Prav tako laktat onemogoči sproščanje tumorskega nekroznega faktorja α 
(TNFα) in interlevkina-6 (IL-6) in tako zavira migracijo monocitov (San-Millán, 2017).  
Ob pomanjkanju glukoze lahko rakaste celice uporabijo laktat, ki ga pretvorijo v piruvat 
kot nutrient, saj z njim napajajo cikel CCK tako, da zagotovijo tvorbo citrata in acetil-CoA 
kot prekurzorja za sintezo maščobnih kislin. Laktat lahko za rast ali tvorbo piruvata 
uporabijo tudi celice strome (Hirschhaeuser in sod., 2011; Doherty in sod., 2013; Hui in 
sod., 2017; San-Millán, 2017). 
Pri različnih vrstah tumorjev se pojavljata dva laktatna transporterja MCT: MCT1 in 
MCT4. MCT1 je glavna vstopna točka laktata v oksidativne tumorske celice in endotelne 
celice, povezane s tumorjem. MCT4 je bolj izražen v bolj oddaljenih hipoksičnih regijah in 
je ključen za sproščanje laktata iz tumorskih celic in s tumorjem povezanih fibroblastov 
(Draoui in sod., 2014; Linden in sod., 2018).   
2.5.1 Laktat dehidrogenaza 
Laktat dehidrogenaza (LDH) je pentamerni encim, ki je ključen za pretvorbo piruvata v 
laktat ob pomoči koencima NADH, ki se pri tem oksidira v NAD+. V telesu se nahaja v 
obliki petih podenot: tri LDHA in dve LDHB. LDHB ima večjo afiniteto za laktat, medtem 
ko ima LDHA večjo afiniteto za piruvat. N-terminalni del podenote je ključen za 
strukturno stabilnost (Valvona in sod., 2016). 
Ključno vlogo pri raku ima encim LDHA, saj mu omogoči višjo stopnjo glikolize, 
proizvodnjo ATP in laktata, posledično pa je odgovoren za rast tumorjev (slika 4). 
Povečana ekspresija LDHA in posledično tvorba laktata inducira angiogenezo, 
proliferacijo celic, hipoksijo tumorja, poveča se tudi privzem glukoze. Rast spodbuja tako, 
da z indukcijo angiogeneze prepreči nekrozo v hipoksičnih okoljih (Doherty in sod., 2013; 




Potokar U.K. Testiranje inhibicije modificiranega jetrnega … rakastih celicah z izbranimi učinkovinam i.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
Slika 4: Shema delovanja Laktat dehidrogenaze A (LDHA) (Valvona in sod., 2016). 
Promotor gena LDH uravnavata transkripcijska faktorja HIF-1 in C-Myc, sama 
transkripcija je odvisna od več dejavnikov, kot so laktat, cAMP, estrogen, ErbB2 in faktor 
toplotnega udara 1 (angl. heat shock factor 1). Encim je bolj izražen v stanju hipoksije 
(Valvona in sod., 2016).  
2.6 TRANSKRIPCIJSKI FAKTOR HIF-1 
Hipoksija inducibilni faktor HIF-1 je transkripcijski faktor, ki spodbuja pojav aerobne 
glikolize pri tumorjih, saj inducira ekspresijo glukoznih transporterjev (GLUT-1, GLUT-3, 
GLUT-4) in glikolitičnih encimov (heksokinaze, fosfoglicerakinazo-1 in laktat 
dehidrogenaze). Prav tako fosfolira piruvat dehidrogenazo in s tem inhibira tvorbo acet il-
koecima A ter spodbuja sintezo lipidov (Hirschhaeuser in sod., 2011; Sonveaux in sod., 
2012).  
HIF-1 je heterodimer, ki je sestavljen iz podenote HIF-1β, ki se nahaja v jedru in podenote 
HIF-1α, ki je inducirana z nizko ravnjo raztopljenega kisika v celicah (hipoksijo). V 
nativnih celicah, v katerih primanjkuje kisika, prihaja do anaerobnega nastanka laktata, za 
kar je odgovoren HIF-1. Ekspresijo HIF-1 poleg hipoksije nadzira še signalna pot 
PI3K/AKT/mTOR. Ko je v celici prisotnega dovolj kisika, prihaja do posttranslacijske 
modifikacije HIF-1α, kar povzroči njegovo razgradnjo na proteasomu. V celicah, v katerih 
prihaja do hipoksije, RKS, fumarat in sukcinat preprečijo posttranslacijsko modifikacijo 
HIF-1α, zato se ta ne razgradi, vendar migrira v jedro in se veže na podenoto HIF-1β, kjer 
se kompleks HIF-1 stabilizira. S pomočjo kofaktorjev nato pride do transkripcije tarčnih 
genov (Sonveaux in sod., 2012; Balamurugan, 2016).  
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Za hitro rastoče tumorje je značilna slaba prekrvavljenost, kar posledično pomeni, da so v 
tumorskem mikrookolju prisotne nižje koncentracije kisika. To povzroči spremembo 
samega metabolizma. Rakaste celice lahko normalno preživijo in se delijo. Raven 
izraženosti HIF-1α nam lahko služi tudi kot marker za zaznavanje tumorjev v telesu 
(Sonveaux in sod., 2012).  
2.7 FARMACEVTSKE UČINKOVINE ZA PREPREČEVANJE DEREGULIRANE 
GLIKOLIZE 
Spremenjen celični metabolizem pri rakastih celicah je tarča za raziskovanje in posledično 
iskanje substratov, ki selektivno učinkujejo na neoplastične celice na podlagi sprememb v 
metabolizmu. Na spremenjen metabolizem lahko učinkujemo sistemsko, tako da vplivamo 
na več tarč hkrati, ali specifično, le enostopenjsko. Prednost specifičnega delovanja je v 
tem, da je manj toksično, a lahko tudi manj učinkovito, saj se lahko v tumorju z mutacijami 
razvijejo različne nove oblike izoencima, ki so lahko odporne na izbrano učinkovino 
(Warmoes in Locasale, 2014).   
Do zdaj so odkrili že nekaj molekul, ki vplivajo na dereguliran metabolizem rakastih celic 
in so bili ali so v kliničnih fazah preizkušanja. Primeri inibitorjev glikolitičnih encimov so 
3-(3-piridinil)-1-(4-piridinil)-2-propen-1-on (3-PO), dikloroocetna kislina (DCA) in 3-
bromopiruvat (3-BP). 
3-PO je antagonist izoencima 6-fosfofrukto-2-kinaza/fruktoza-2,6-bifosfataza 3 (PFKB3) 
in je visoko izražen v neoplastičnih celicah, kjer je ključen za njihovo visoko glikolitično 
aktivnost. Aktiviran je z nekaterimi onkoproteini (HIF-2α, RAS, estrogeni receptor) in 
deaktiviran s tumorskim supresorjem pTEN. Njegova vloga je nadziranje koncentracije F-
2,6-BP v citosolu, ki je močan aktivator PFK-1 in omogoča pospešeno glikolizo. 3-PO 
zavira privzem glukoze in posledično proizvodnjo F-2,6-BP, zmanjša se produkcija laktata 
in rast rakavih celic. Njegova slaba lastnost je, da ustavi celični cikel med fazama G2 in M 
ter da je posledično zelo citotoksičen (Clem, 2018). Z namenom zmanjšanja citotoksičnosti 
so Clem in sod., (2016) sintetizirali derivat PFK15, ki so ga kasneje še nadgradili v 
PFK158, ta pa kaže dobre farmakokinetične lastnosti in je trenutno v fazi kliničnega 
testiranja.  
Dikloroocetna kislina (DCA) deluje kot strukturni analog piruvata. Inhibira delovanje 
mitohondrijske piruvat dehidrogenazne kinaze (PDK), ki je zaviralec piruvat 
dehidrogenaze (PDH), in s tem spodbudi mitohondrijsko oksidacijo piruvata, kar moti 
presnovno prednost rakastih celic. To zniža koncentracijo laktata, kar povzroči inhibicijo 
rasti tumorja. Posredno vpliva tudi na delovanje HIF-1α, saj manjša pojavnost HIF-1α v 
telesu vpliva na nižjo aktivnost PDK. DCA ima tudi stranske učinke, saj dolgoročno 
jemanje povzroča nevrotoksičnost. Poročajo tudi že o pozitivnih učinkih DCA v 
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kombinaciji z radioterapijo, kemoterapijo in sinergistično z drugimi zdravili. DCA je tudi v 
že v postopkih kliničnih testiranj (Florio in sod., 2018; Michelakis in sod., 2018).  
3-bromopiruvat (3-BP) nastane z bromiranjem piruvata in zavira delovanje heksokinaze II 
(HKII) in gliceraldehid-3-fosfata (GAPDH). Inhibicija je posledica alkacije HKII med 
glikolizo in posledično zmanjšano proizvodnjo ATP, kar vodi v apoptozo. Inhibicija 
GAPDH zniža znotrajcelično raven ATP-ja, kar inducira celični stres. V tumorskih celicah 
so prekomerno izraženi transporterji MCT, ki privzemajo 3-BP, le-ta pa selektivno izpusti 
zdrave celice. Slabe lastnosti 3-BP so vezave na serumske beljakovine in molekule s 
tiolnimi skupinami, kar nevtralizira njegov učinek. Majhnost inhibicijske molekule 
onemogoča, da bi se molekula dalj časa zadržala v tumorskem tkivu. Ena izmed negativnih 
lastnosti je tudi presnova 3-BP z glutationom in nezmožnost prestopa preko krvno-
možganske pregrade. 3-BP je obetajoča molekula za zdravljenje, vendar je treba še 
izboljšati njene lastnosti (Ganapathy-Kanniappan in sod., 2010; El Sayed in sod., 2018).  
Spojini, ki naj bi ovirali privzem in uporabo zunajceličnega laktata v tumorske celice sta 
AR-C155858 in 7-aminokarboksikumarin 2 (7ACC2). Vsaka ima svoj mehanizem 
delovanja. 7ACC 2 zavira vnos piruvata v mitohondrije tako, da inhibira delovanje 
prenašalca mitohondrijskega piruvata (MPC). S tem povzroči kopičenje piruvata v 
citosolu, kar prepreči nadlajno pretvorbo zunajceličnega laktata v piruvat. To deluje 
neodvisno od delovanja MCT1, na katerega vpliva AR-C155858. Le-ta s svojim 
delovanjem zmanjša vnos laktata v celico. Oba inhibitorja sta učinkovita pri preprečevanju 
rasti rakastih celic in njihovem zmanjševanju mitohondrijske respiracije, kadar je na voljo  
laktat kot substrat. Ob pristnosti glukoze kot viru ogljika v celicah, prihaja do inhibicije 
delovanja AR-C155858, medtem ko inhibicija MPC ostaja prisotna. Tako uporaba 7ACC 2 
predstavlja uspešno strategijo za preprečevanje metabolizma tumorskih celic, ne glede na 
substrat (Draoui in sod., 2014; Linden in sod., 2018). Draoui in sod. (2014) so ugotovili, da 
uporaba 7AAC zmanjša koncentracijo laktata v tumorskem mikrookolju, zavira njegovo 
ponovno sintezo in hkrati omogoča uspešen vstop in delovanje 3-BP v rakaste celice.  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Preglednica 1: Seznam celičnih kultur 
Celična kultura  Opis Vir 
Caco-2 (HTB-37) Humana trajna celična linija raka debelega 
črevesa  
ATCC, Virginia, ZDA 
Colo-829 (CRL-1974) Humana trajna celična linija fibroblastov 
melanoma 
ATCC, Virginia, ZDA 
MDA-MB-231 (HTB-
26) 
Humana trajna celična linija raka dojke ATCC, Virginia, ZDA 
Preglednica 2: Seznam inhibitorjev 
Inhibitor Kemikalije Proizvajalec 
inhibitor 3 2-[(5-benzo[1,3]dioksol-5-yl-1,3,4-oksadiazol-
2-il)sulfanil]-N-izoksazol-3-il-acetamid 
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Preglednica 3: Seznam kemikalij 
Kemikalije Proizvajalec 
Kit za določanje citotoksičnosti Roche, Basel, Švica  
Kit za določanje laktata Megazyme, Bray, Irska 
N-metil dibenzopirazin metil sulfat (PMS)  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Natrijev 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-  
tetrazolijev-5-karboksanilid (XTT) 
 
Tripan modro  
Solna raztopina fosfatnega pufra (PBS)  
Preglednica 4: Seznam raztopin 
Kemikalije Proizvajalec 
Goveji fetalni serum (FBS) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Rastni medij RPMI 1640 GlutaMAX Thermo Fisher, Massachusetts, ZDA 
Preglednica 5: Seznam laboratorijske opreme 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Avtomatske pipete (2,5 μL, 10 μL, 20 μL, 100 μL, 
200 μL, 5 mL, 10 mL), nastavki za pipete 
Eppendorf, Hamburg, Nemčija  
Biološka brezprašna komora  Iskra PIO, d. o. o., Šentjernej, Slovenija  
Centrifuga Universa l 320R Hettich, Tuttlingen, Nemčija  
Avtomatizirani celični števec Countess II FL  Thermo Fisher, Massachusetts, ZDA 
Hladilnik, zamrzovalna skrinja  Gorenje, Velenje, Slovenija  
Inkubator I-115, Avtoklav Kambič, laboratorijska oprema, Semič, Slovenija  
Mikrotitrski čitalnik plošč Synergy Mx Biotek, Winooski, Vermont, ZDA 
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3.2 METODE  
3.2.1 Odmrzovanje in gojenje celičnih linij 
Vse celične linije so bile trajno shranjene v parah tekočega dušika pri –180 °C. Kriovialo s 
celicami smo odtalili pri sobni temperaturi in pet minut centrifugirali pri 1500 obratih na 
minuto. Odsesali smo gojišče in nato celicam dodali sveže gojišče. Postopek 
centrifugiranja smo še enkrat ponovili in se s tem znebili odvečnega dimetil sulfoksida 
(DMSO) ter nato 5 ml resuspendiranih celic prenesli v gojitveno ploščo v velikosti 72 cm2.   
10 % DMSO dodajamo celicam pred trajnim shranjevanjem, kar prepreči tvorbo kristalov, 
celice pa ostanejo nepoškodovane. DMSO pa negativno vpliva na samo rast celic po 
odtaljevanju, zato ga je treba odstraniti. 
Za gojenje celičnih linij v 75 cm2 gojitveni plošči smo uporabili gojišče RPMI-1640 
GlutaMAX z dodatkom 10-% FBS-a (RPMI). Celice smo gojili v inkubatorju pri 37 °C, 
95-% vlažnosti in 5 % CO2. V gojitveno ploščo smo na vsakih 48 urah dodajali sveže 
gojišče. Najprej 3 ml, nato 5 ml in nazadnje, ko so se celice že zelo razrastle, 7 ml gojišča 
oziroma do končnega volumna 20 ml. 
3.2.2  Priprava in štetje celic  
Adherentne celice smo gojili toliko časa, dokler niso dosegle 80-% preraščenosti in so bile 
še v eksponentni fazi rasti. Ker so pritrjene na podlago, jih je treba z uporabo tripsina 
encimsko odstraniti. Celice se tako sprostijo v substrat in jim lahko določimo število. To 
smo naredili tako, da smo celicam v gojitveni posodi odsesali izrabljeno gojišče in jih 
sprali s solno raztopino fosfatnega pufra (PBS), katere namen je izničiti inhibitorne vplive 
gojišča na delovanje tripsina. Nato smo dodali 3 ml predhodno ogretega tripsina ter nekaj 
minut inkubirali. Zatem smo jim dodali ogreto sveže gojišče in jih prenesli v plastenko v 
velikosti 10 ml ter pet minut centrifugirali pri 1500 obratih na minuto. Postopek spiranja in 
centrifugiranja smo še enkrat ponovili. 
Vse uporabljene raztopine so bile predhodno ogrete na 37 °C.  
Pred vsakim eksperimentom smo celice v raztopini prešteli s pomočjo avtomatskega števca 
celic Countess tako, da smo 10 uL celične suspenzije dodali še 10 uL tripan modrega 
barvila. Pri mrtvih celicah pride do poškodbe celičnih membran in bavilo lahko prodre v 
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3.2.3 Priprava in dodatek inhibitorjev celicam   
Komercialno pridobljene liofilizirane inhibitorje (5 mg) smo resuspendirali v 
odgovarjajočem volumnu DMSO glede na molsko maso tako, da smo dobili 10 mM 
založno raztopino. Enako količino DMSO, kot smo je uporabili za posamezen inhibitor, 
smo uporabili za kontrolo. Založne raztopine smo hranili v hladilniku pri 4 °C. 
Inhibitorji, raztopljeni v DMSO, so težko topni v gojišču RPMI, zato smo jih predhodno 
raztopili v ustreznem volumnu gojišča in dobro premešali na vrtičnem stresalniku. To je 
treba storiti, preden dodamo celice, saj jih z močnim mešanjem lahko poškodujemo. 
Začetna gostota celic je bila večja od tiste, ki smo jo uporabili za poskus. Zato smo celice 
redčili v gojišču z dodatkom inhibitorjev tako, da je bila končna koncentracija celic na 
plošči s 24 luknjicami, 5*105celic/ml. Med gojenjem celic na plošči z večjim številom 
vdolbin smo v prvem stolpcu imeli kontrolne celice z dodatkom DMSO, v preostale smo 
dodali različne koncentracije inhibitorjev, kot so omenjeni v rezultatih. Za vzorčenje smo 
vsakih 12 ur vzeli 50 μM vzorca, ga pet minut centrifugirali pri 1500 rpm, odvzeli 40 μM 
supernatanta in ga do uporabe zamrznili.  
Poskus je potekal pri 37 °C, 95-% vlažnost in 5 % CO2.  
Vnos celic v gojišče in vzorčenje sta potekala v biološki brezprašni komori. Plošče s 
celicami smo vedno položili na termostatski blok, ki je bil predhodno segret na 37 °C, da 
ni prišlo do ohlajanja gojišča in kristalizacije inhibitorjev. 
3.2.4 Merjenje laktata 
Za merjenje koncentracije laktata smo uporabili encimatski kit, pri katerem pride se laktat 
pretvori v piruvat in tvori NADH ob prisotnosti laktat dehidrogenaze. Pri 340 nm na 
mikrotitrskem čitalcu izmerimo absorbanco NADH pred dodajanjem encima in po tem. 
Njuno razmerje je stehiometrično enako količini laktata. Meritev izvajamo do linearnosti 
krivulje (slika 5).  
V ploščo s 96 vdolbinami smo dodali 0,150 ml deionizirane vode, 0,05 ml pufra, 0,01 ml 
nikotinamid adenin dinukleotida (NAD+/PVP), 0,02 ml glutamat piruvat transaminaze (D-
GTP) in na koncu 0,01 ml odtaljenega vzorca za merjenje laktata. Pri sobni temperaturi in 
340 nm smo na spektrofotometru izmerili absorbanco ter nato dodali še 0.002 ml laktat 
dehidrogenaze (L-LDH). Po treh minutah smo ponovno izmerili absorbanco in meritev 
ponovili vsakih pet minut. Iz zbranih podatkov smo s pomočjo enačbe izračunali 
posamezne vrednosti koncentracije laktata. 
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g/L= Av*F                  … (1)  
 
Av je razlika vzorca v izmerjeni absorbanci pred dodatkom L-LDH in po tem, F je faktor 
redčenja (*2 ali *5), ki smo ga uporabili, če je bila razlika v absorbanci večja od ene enote. 
 
Slika 5: Prikaz meritve laktata na miktrotitrskem čitalcu. Meritev smo izvajali do linearnosti krivulje.  
3.2.5 Določanje števila celic (test XTT) 
Natrijev 2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5sulfofenil)-2H-tetrazolijev-5-karboksanilid (XTT) je 
tetrazolijeva sol, ki se v živih celicah ob delovanju mitohondrijskih dehidrogenaz in 
fenazin metosulfata reducira do formazana, pri čemer se barva spremeni iz rumene v 
oranžno. Nastanek formazana določamo spektrofotometrično. S kolorimetričnim kitom 
XTT smo izmerili koncentracijo NADH v celični koloniji, saj je njegova količina odvisna 
od števila celic v koloniji. S tem smo ugotavljali, kakšen je vpliv posameznih inhibitorjev 
na hitrost rasti celic.  
Test XTT je potekal tako, da smo pripravili založne raztopine; 0,9 mg/ml XTT smo 
raztopili v gojišču za celične kulture in 3,064 mg/ml PMS raztopili v PBS ter jih zamrznili. 
Nato smo po zadnjem vzorčenju celicam na plošči s 24 vdolbinami dodali raztopino XTT-
ja in PMS-ja (12,5 μL PMS/5 mL XTT). Ploščo smo rahlo premešali in pomerili 
absorbanco pri 450 nm in 670 nm. Sledila sta dvo-urna inkubacija ter ponovno merjenje 
absorbance. Oranžna barva pomeni, da so bile celice metabolno aktivne, saj encim v 
mitohondriju razgrajuje substrat. Zbrane podatke smo nato statistično obdelali.  
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3.2.6 Določanje citotoksičnosti (test LDH) 
Test LDH je kolorimetrični test, ki smo ga uporabili za določanje citotoksičnih učinkov 
inhibitorjev na celice. Temelji na merjenju aktivnosti encima laktat dehidrogenaze (LDH), 
ki se sprošča iz citosola poškodovanih celic v supernatant. Bolj ko je barva supernatanta ob 
dodatku mešanice reagentov rdeča, večja je mortaliteta celic, ki jo določimo 
spektrofotometrično. Test smo opravili v brez celičnem supernatantu gojišča. Za kontrolo 
smo uporabili detergent Triton X-100, ki lizira vse celice tako, da jim raztopi membrano in 
sprosti ves znotrajcelični LDH ter predstavlja 100 % smrtnost.  
Za opravljanje testa LDH (slika 6) smo najprej pripravili mešanico reagentov LDH 
(diaforaze/NAD+ in barvila), ki smo jih pripravili tako, da smo obe komponenti zmešali v 
razmerju 1 : 45 in ju zavili v alufolijo. S tem smo jo zaščitili pred svetlobo. Kontrolnim 
celicam smo dodali Triton X-100 do 0,2-% končne koncentracije ter inkubirali 20 minut 
pri 37 °C, 95-% vlažnosti in 5 % CO2. Po končanem 84-urnem testu tretiranja celic z 
inhibitorji smo vsakem odpipetirali 100 μL supernatanta, ga prenesli na ploščo s 96 
vdolbinami in mu dodali 100 μL mešanice reagentov LDH. Po dveh minutah, ko smo 
dodali reagente, smo zmerili absorbanco pri 490 nm in ozadje pri 680 nm ter nadaljevali 
merjenje vsaki dve minuti, dokler kontrolna raztopina ni postala temnordeča. Absorbance 
pri celicah s Tritonom X-100 in brez njega smo primerjali in nato podatke statistično 
obdelali.   
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4 REZULTATI 
4.1 TESTIRANJE VSEH INHIBITORJEV DRUGE GENERACIJE NA PRODUKCIJO      
LAKTATA 
Z dodatkom inhibitorjev v gojišče smo želeli zmanjšati deregulirani metabolni pretok 
preko glikolize (Warburgov učinek) v rakotvornih celicah ter posledično zmanjšati 
nastanek in izločanje laktata, da bi odpravili njegove negativne vplive na nastajanje in 
ohranjanje tumorjev. Posledično bi to lahko pripomoglo k povečanju učinkovitosti 
posameznih terapij za zdravljenje raka.  
Testirali smo izbranih šestnajst nizkomolekularnih spojin (inhibitorje druge generacije) pri  
treh metastaznih tumorigenih celičnih linijah Caco-2, Colo-829 in MDA-MB-231. 
Inhibitorje, ki so bili označeni s številkami od 21 do 36, smo dodali v 100-μM 
koncentraciji. Celice smo gojili 90 ur v gojišču RPMI. Za kontrolo smo imeli celice brez 
dodanega inhibitorja. Rezultati so podani kot koncentracija laktata (mg/L) v gojišču.  
Pri tumorigeni celični liniji Caco-2 (slika 7) smo najnižjo koncentracijo laktata v 
primerjavi s kontrolo, ki je imela pri 91. uri 38,2 mg/L, zaznali pri inhibitorjih številka 23 
(17,0 ml/L), 29 (23,9 ml/L), 30 (15,3 ml/L) in 32 (24,6 ml/L). Inhibicije nismo zaznali pri 
inhibitorjih 25 in 28.  
 
Slika 7: Koncentracija laktata v gojišču ob dodatku 100 μM koncentracije inhibitorjev druge generacije pri tumorigeni 
celični liniji Caco-2 v času 91 ur.  
Pri Colo-829 (slika 8) smo inhibicijo tvorbo laktata zaznali pri vseh testiranih inhibitorjih. 
Kontrolna vrednost laktata pri 90 urah je bila 65,7 mg/L, medtem ko smo pri inhibitorjih 
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največjo produkcijo laktata  zaznali pri inhibitorju 28 (50,7 %). Najmanjše vrednosti smo 
izmerili pri inhibitorjih številka 23 (15,6 mg/L), 29 (18,4 mg/L), 30 (21,2 mg/L) in 31 
(27,8 mg/L). Opazimo tudi, da pri inhibitorjih 29, 30 in 31 vrednost laktata po 90 urah 
nižja kot po 66 urah.  
 
Slika 8: Koncentracija laktata v gojišču ob dodatku 100 μM koncentracije inhibitorjev druge generacije pri tumorigeni 
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Celična liniji MDA-MB-231 ima najnižje vrednosti laktata pri inhibitorjih številka 29, 30, 
31 in 32. Koncentracija laktata pri njih je bila do konca testiranja bila manjša kot 30 mg/L, 
medtem ko je bila vrednost pri kontroli 51 mg/L (slika 9).  
 
Slika 9: Koncentracija laktata v gojišču ob dodatku 100 μM koncentracije inhibitorjev druge generacije pri tumorigeni 
celični liniji MDA-MB-231 v času 90 ur.  
Najučinkovitejše inhibitorje smo zaradi njihove uspešnosti na inhibicijo tvorbe laktata 
uporabili za nadaljnje, natančnejše poskuse.   
4.2 TESTIRANJE RAZLIČNIH KONCENTRACIJ IZBRANIH INHIBITORJEV  
V nadaljnjem poskusu smo izbrane inhibitorje testirali na enakem gojišču, pod enakimi 
pogoji kot v predhodno opisanem poskusu, vendar pri različnih koncentracijah (20 μM, 40 
μM, 60 μM in 80 μM). Namen je bil ugotoviti vpliv na inhibicijo ob dodani višji 
koncentraciji. Poskus je potekal 92 ur, vzorčili smo vsakih 12 ur.  
4.2.1 Celična linija kolorektalnega adenokarcinoma (Caco-2) 
Inhibitor 23 je pri vseh koncentracijah v prvih 36 urah kazal močno inhibicijo v produkciji 
laktata, nato pa je njegova koncentracija ponovno začela naraščati. Ob koncu poskusa so 
bile vrednosti laktata pri kontroli 37,4 mg/L, medtem so se vrednosti pri dodatku 
inhibitorja gibale okoli 33 mg/L. Kot lahko vidimo na sliki 10, vse koncentracije dodanega 
inhibitorja nekoliko vplivajo na zmanjšano produkcijo laktata, vendar učinek ni bil 
koncentracijsko odvisen.  
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Slika 10: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijo laktata z dodanim 
inhibitorjem 23 pri celični liniji CaCo-2 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM, 80 µM). 
Pri inhibitorjih 29 (slika 11) in 30 (slika 12) vidimo, da je prišlo do inhibicije skozi celotno 
časovno obdobje. Produkcija laktata je bila odvisna od koncentracije dodanega inhibitorja. 
Do največje inhibicije je prišlo pri 80-μM koncentraciji, kjer so bile vrednosti na koncu 
poskusa pod 20 mg/L, medtem ko so bile kontrolne vrednosti okoli 35 mg/L. Pri 20-µM 
koncentraciji lahko vidimo, da se je koncentracija laktata viša do 60. ure in je primerljiva s 
kontrolo, nato pa se njegova koncentracija bistveno več ne spremeni. 
 
Slika 11: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi z koncentracijo laktata s dodanim 
inhibitorjem 29 pri celični liniji Caco-2 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM, 80 µM). 
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Slika 12: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi z koncentracijo laktata s dodanim 
inhibitorjem 30 pri celični liniji Caco-2 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM, 80 µM). 
Pri inhibitorju 32 smo že od samega začetka zaznali močno inhibicijo ne glede na 
koncentracijo dodanega inhibitorja v primerjavi s kontrolo. Kot lahko vidimo na sliki 13, je 
kljub temu produkcija laktat do 70. ure vse skozi naraščala, nato ne več. Ob koncu poskusa 
je bila vrednost laktata pri vseh koncentracijah pod 20 mg/L.  
 
Slika 13: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijo laktata s dodanim 
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4.2.2 Celična linija melanoma (Colo-829)  
Pri celični liniji Colo-829 in inhibitorju 23 bistveno zmanjšanje v produkciji laktata 
zaznamo po 43. uri. Opazimo, da je inhibicija odvisna od koncentracije dodanega 
inhibitorja. Največje vrednosti laktata v primerjavi s kontrolo dobimo pri 20-µM 
koncentraciji, vendar je kljub temu prišlo do inhibicije (slika 14).  
 
Slika 14: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi z koncentracijo laktata s dodanim 
inhibitorjem 23 pri celični liniji Colo-829 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM, 80 µM). 
Najučinkovitejšo inhibicijo laktata v primerjavi s kontrolo smo zaznali pri inhibitorjih 29 
(slika 15) in 30 (slika 16). Po 50. uri vidimo izrazitejše razlike v produkciji laktata. Pri 
obeh je do inhibicije prišlo že pri nizki 20-μM koncentraciji in ni bilo zaznati velike razlike 
v inhibiciji pri večjih koncentracijah dodanih inhibitorjev. Vrednosti so bile 1,5-krat nižje v 
primerjavi s kontrolo.   
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Slika 15: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijo laktata z dodanim 
inhibitorjem 29 pri celični liniji Colo-829 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM, 80 µM). 
 
Slika 16: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijo laktata z dodanim 
inhibitorjem 30 pri celični liniji Colo-829 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM, 80 µM). 
Pri inhibitorju 31 smo zaznali inhibicijo samo ob dodatku 80-μM koncentracije (50 mg/L). 
Pri drugih koncentracijah je bila količina proizvedenega laktata primerljiva s kontrolo 
oziroma do inhibicije ni prišlo. Največjo koncentracijo laktata smo zaznali pri 20-µM 
koncentraciji dodanega inhibitorja (slika 17). 
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Slika 17: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi z koncentracijo laktata s dodanim 
inhibitorjem 31 pri celični liniji Colo-829 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM, 80 µM). 
4.2.3 Celična linija raka dojke (MDA-MB 231) 
Pri celični liniji MDA-MB-231 smo testirali inhibitorje 23, 29, 30 in 31. Ker je bila pri 
preostalih dveh linija v začetnih poskusi 23 zelo uspešna, smo se določili, da jo kljub 
slabšim rezultatom pri tumorigeni celični liniji MDA-MB-231 vključimo v poskus (slika 
18). Sprva je prišlo do inhibicije produkcije laktata pri vseh dodanih koncentracijah 
inhibitorja, nato pa je po 42 urah njegova produkcija ponovno začela naraščati in bila ob 
dodatku najnižje koncentracije inhibitorja primerljiva s kontrolo. Podobno smo opazili tudi 
pri inhibitorju 30 (slika 20), kjer je bila produkcija laktata v primerjavi s kontrolo nižja do 
54. ure, nato pa je začela naraščati. Vidimo tudi, da je produkcija laktata pri inhibitorjih 23 
in 30 odvisna od koncentracije inhibitorja, ki jo dodamo. Pri inhibitorjih 29 (slika 19) in 31 
(slika 21) smo zaznali podobno inhibicijo laktata, ki je kazala odvisnost od dodane 
koncentracije inhibitorjev, saj je bila obratno sorazmerna z dodano koncentracijo 
inhibitorjev. Najvišja, 80 μM koncentracija, je najuspešnejša pri zmanjšanju tvorbe laktata.  
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Slika 18:Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi z koncentracijo laktata s dodanim 
inhibitorjem 23 pri celični liniji MDA-MB-231 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM, 80 µM). 
 
Slika 19: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi z koncentracijo laktata s dodanim 
inhibitorjem 29 pri celični liniji MDA-MB-231 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM, 80 µM). 
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Slika 20: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijo laktata z dodanim 
inhibitorjem 30 pri celični liniji MDA-MB-231 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM, 80 µM). 
 
Slika 21: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijo laktata z dodanim 
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4.3 ZAPOREDNO DODAJANJE IZBRANIH INHIBITORJEV PRVE IN DRUGE 
GENERACIJE V DOLOČENIH ČASOVNIH PRESLEDKIH 
Po določenem časovnem obdobju smo opazili padec učinkovitosti nekaterih inhibitorjev, 
predvsem pri nižjih koncentracijah, kjer se zdi, da inhibicijska moč hitreje pojema. 
Predvidevamo, da se spojine razgradijo že v mediju ali v celicah. To je najizraziteje vidno 
pri inhibitorju številka 23 v celicah Caco-2 in MDA-MB-231. Zato smo zaporedno vsakih 
24 ur dodajali izbrane inhibitorje prve (3, 9) in druge generacije (23, 29, 30) v nižjih 
koncentracijah (10 μM, 15 μM, 20 μM, 30 μM).  
4.3.1 Caco-2 
Zaporedno dodajanje inhibitorjev je bilo pri celični liniji Caco-2 zelo uspešno. Kot lahko 
vidimo na slikah 22, 23, 24, 25 in 26, smo v vseh primerih zaznali zaustavitev produkcije 
laktata. Ta je bila vseskozi primerljiva z začetno vrednostjo in ni presegala koncentracije 
20 mg/L pri nobenem od inhibitorjev. Ugotovili smo, da je bila uspešna že 10 μM 
koncentracija inhibitorjev in da inhibicija ni bila odvisna od dodane koncentracije, temveč 
od konstantnega dodajanja inhibitorja. 
 
Slika 22: Koncentracija laktata v gojišču ob zaporednem dodajanju inhibitorja 3 (10 µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM) v 
primerjavi s koncentracijo laktata brez dodanega inhibitorja pri celični liniji Caco-2.  
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Slika 23: Koncentracija laktata v gojišču ob zaporednem dodajanju inhibitorja 9 (10 µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM) v 
primerjavi s koncentracijo laktata brez dodanega inhibitorja pri celični liniji Caco-2. 
 
Slika 24: Koncentracija laktata v gojišču ob zaporednem dodajanju inhibitorja 23 (10 µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM) v 
primerjavi s koncentracijo laktata brez dodanega inhibitorja pri celični liniji Caco-2. 
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Slika 25: Koncentracija laktata v gojišču ob zaporednem dodajanju inhibitorja 29 (10 µM, 15 µM, 20 µM, 3 0µM) v 
primerjavi s koncentracijo laktata brez dodanega inhibitorja pri celični liniji Caco-2. 
 
Slika 26: Koncentracija laktata v gojišču ob zaporednem dodajanju inhibitorja 30 (10 µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM) v 
primerjavi s koncentracijo laktata brez dodanega inhibitorja pri celični liniji Caco-2. 
4.3.2 Colo-829 
Inhibitorja prve generacije 3 (slika 27) in 9 (slika 28) sta zmanjšala produkcijo laktata že 
pri nizkih koncentracijah in ni bilo opaziti bistvene razlike med posameznimi 
koncentracijami. Koncentracija laktata se je skozi celoten poskus gibala med 10 mg/L in 
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Slika 27: Koncentracija laktata v gojišču ob zaporednem dodajanju inhibitorja 3 (10 µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM) v 
primerjavi s koncentracijo laktata brez dodanega inhibitorja pri celični liniji Colo-829. 
 
 
Slika 28: Koncentracija laktata v gojišču ob zaporednem dodajanju inhibitorja 9 (10 µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM) v 
primerjavi s koncentracijo laktata brez dodanega inhibitorja pri celični liniji Colo-829. 
Pri inhibitorjih druge generacije 23 (slika 29), 29 (slika 30) in 30 (slika 31) smo ugotovili, 
da je inhibicija laktata odvisna od koncentracije posameznega inhibitorja. Pri 29 in 30 smo 
zaznali manj učinkovito inhibicijo ob dodatku najnižje koncentracije (10 μM) v primerjavi 
s preostalimi. Inhibitorju 23 pa je bil najučinkovitejši pri višjih koncentracijah (20 μM in 
30 μM).  
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Slika 29: Koncentracija laktata v gojišču ob zaporednem dodajanju inhibitorja 23 (10 µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM) v 
primerjavi s koncentracijo laktata brez dodanega inhibitorja pri celični liniji Colo-829. 
 
Slika 30: Koncentracija laktata v gojišču ob zaporednem dodajanju inhibitorja 29 (10 µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM) v 
primerjavi s koncentracijo laktata brez dodanega inhibitorja pri celični liniji Colo-829. 
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Slika 31: Koncentracija laktata v gojišču ob zaporednem dodajanju inhibitorja 30 (10 µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM) v 
primerjavi s koncentracijo laktata brez dodanega inhibitorja pri celični liniji Colo-829. 
4.3.3 MDA-MB-231 
Pri celični liniji MDA-MB-231 so bili vsi inhibitorji (slika 32, slika 33, slika 34, slika 35, 
slika 36) zelo uspešni, saj pri nobeni od dodanih koncentracij ni prišlo do naraščanja 
laktata in smo že pri 10 μM dosegli želeni rezultat. Koncentracija laktata skozi celotni 
poskus ni bila večja od 20 mg/L, pri kontroli pa je koncentracija laktata linearno naraščala 
in so ob koncu poskusa dosegla vrednost nad 50 mg/L. Najučinkovitejši je bil inhibitor 30, 
saj koncentracija laktata v poskusu ni naraščala in bila manjše od 10 mg/L. 
 
Slika 32: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijo laktata ob zaporednem 
dodajanju  inhibitorja 3 pri celični liniji MDA-MB-231 v različnih koncentracijah (10 µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM) 
vsakih 24 ur. 
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Slika 33: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijo laktata ob zaporednem 
dodajanju  inhibitorja 9 pri celični liniji MDA-MB-231 v različnih koncentracijah (10 µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM) 
vsakih 24 ur. 
 
Slika 34: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijo laktata ob zaporednem 
dodajanju  inhibitorja 23 pri celični liniji MDA-MB-231 v različnih koncentracijah (10 µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM) 
vsakih 24 ur. 
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Slika 35: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijo laktata ob zaporednem 
dodajanju  inhibitorja 29 pri celični liniji MDA-MB-231 v različnih koncentracijah (10 µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM) 
vsakih 24 ur. 
 
Slika 36: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijo laktata ob zaporednem 
dodajanju  inhibitorja 30 pri celični liniji MDA-MB-231 v različnih koncentracijah (10 µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM) 
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4.4 KOMBINIRANA UPORABA INHIBITORJEV PRVE IN DRUGE GENERACIJE 
Ker se pri različnih tipih raka pojavljajo različni izoencimi PFK-1, smo testirali 
kombinacijo obeh generacij inhibitorjev. Prva generacija inhibitorjev naj bi se bolj vezala 
na nekoliko spremenjeno vezavno mesto ATP izoencimov PFK-M in PFK-P, ki imata na 
102. mestu dolg argininski ostanek, medtem ko se druga generacija inhibitorjev raje veže 
na vezavno mesto ATP izoencima PFK-L, ki ima na tem mestu treonin.  
Inhibitor prve generacije, ki smo ga uporabili, je inhibitor številka 3, ki je bil v predhodnih 
raziskavah učinkovit. 
4.4.1 Caco-2  
Pri celični liniji Caco-2 smo testirali kombinacijo inhibitorja 3 in 30 (slika 37). Inhibitorjev 
nismo dodajali v 24-urnih intervalih, ampak samo ob začetku poskusa. Opazili smo, da pri 
nižji  koncentraciji inhibitorjev (20 μM), kjer je bila koncentracija posameznega inhibitorja 
10 μM, je bila količina proizvedenega laktata primerljiva s kontrolo. Pri drugih 
koncentracijah je prišlo do zmanjšane produkcije laktata, saj le-ta ni presegel meje 20 
mg/L.  
 
Slika 37: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijo laktata ob  dodatku 
kombinacije inhibitorjev 3 in 30 pri celični liniji Caco-2 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM). 
4.4.2 Colo-829 
Kombinacija inhibitorjev 3 in 29 (slika 38) je bila pri celični liniji Colo-829 učinkovita, saj 
je pri vseh koncentracijah dodanih inhibitorjev prišlo do občutnega zmanjšanja ravni 
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laktata v primerjavi s kontrolo, kjer je bila vrednost ob koncu poskusa nad 60 mg/L, ob 
dodatku inhibitorjev pa ni presegla vrednosti 20 mg/L. 
 
Slika 38: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijo laktata ob  dodatku 
kombinacije inhibitorjev 3 in 29 pri celični liniji Colo-829 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM). 
 
4.4.3 MDA-MB-231 
Mešanica inhibitorjev 3 in 29 (slika 39) je bila tudi pri tej celični linji učinkovita, saj nam 
je uspelo znižati raven laktata, ki je pri kontroli ob koncu znašala 69,3 mg/L. V tem 
primeru opazimo, da na produkcijo laktata vpliva koncentracija dodanih inhibitorjev. 
 
Slika 39: Koncentracija laktata v gojišču brez dodanega inhibitorja v primerjavi s koncentracijo laktata ob  dodatku 
kombinacije inhibitorjev 3 in 29 pri celični liniji MDA-MB-231 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM). 
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4.5 ŠTEVILO CELIC IN CITOTOKSIČNOST POSAMEZNIH INHIBITORJEV 
Poleg zmanjšanja produkcije laktata je ključnega pomena tudi to, da najdemo ustrezne 
inhibitorje, ki imajo čim manj stranskih učinkov. Izbrane inhibitorje smo testirali, da bi 
ugotovili, kakšni so njihovi zaviralni učinki na rast (citostatski učinki) in kakšen je njihov 
učinek na preživelost celic (citotoksični učinek). Pri gojenju tumorigenih celičnih linij smo 
z inkubacijo začeli, ko je bila koncentracija celic 5*105. S testom XTT smo določili 
njihovo število ob koncu gojenja po 90 urah ter tako posredno ugotovili citostatski učinek 
samih inhibitorjev. S testom LDH smo določili povprečno število mrtvih celic posameznih 
inhibitorjev in iz tega dobili povprečni citotoksični učinek dodanih inhibitorjev. 
4.5.1 Caco-2  
Ugotovili smo, da v primerjavi s kontrolo ne prihaja do velikih razlik v številu celic. Pri 
inhibitorjih 29 in 30 smo zaznali, da koncentracija dodanega inhibitorja vpliva na število 
celic, saj je bilo pri 60 μM in 80 μM koncentraciji število celic nižje kot pri kontroli in 
nižjih koncentracijah (slika 40). Tudi ko smo inhibitorje dodajali zaporedno (slika 41), je 
bilo število celic primerljivo s kontrolo, koncentracija dodanih inhibitorjev pa ni imela 
vpliva. 
 
Slika 40: Število živih celic po 90 urah gojenja brez dodanih inhibitorjev in z dodanimi inhibitorji 23, 29, 30 in 32 pri 
celični liniji Caco-2 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM, 80 µM). 
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Slika 41: Število živih celic po 90 urah gojenja brez dodanega inhibitorja v primerjavi s številom živih celic ob 
zaporednem dodajanju različnih inhibitorjev 3, 9, 23, 29 in 30 pri celični liniji Caco-2 v različnih koncentracijah (10 µM, 
15 µM, 20 µM, 30 µM). 
Na sliki 42 vidimo, da tudi kombinacija inhibitorjev prve in druge generacije ne glede na 
dodano koncentracijo nima zaviralnih učinkov na rast celic. 
 
Slika 42: Število živih celic po 90 urah gojenja brez dodanega inhibitorja v primerjavi s številom celic ob dodatku 
kombinacije inhibitorjev 3 in 30 pri celični liniji Caco-2 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM). 
Prav tako nismo zaznali citotoksičnosti posameznih inhibitorjev, saj so bile povprečne 
vrednosti mrtvih celic ob koncu gojitvenega procesa med 3,35 % in 4,95 % ter niso bile 
odvisne od dodane koncentracije inhibitorja, saj smo podobno smrtnost zaznali tudi pri 
kontrolnih celicah (preglednica 6).  
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Preglednica 6: Povprečen odstotek mrtvih celic po 90 urah gojenja ob dodatku inhibitorjev druge generacije pri 
tumorigeni celični liniji Caco-2 
Inhibitor Povprečno število mrtvih 
celic (%) 
Kontrola  2,77 ± 0,1 
23 3,35 ± 0,08 
29 4,95 ± 0,27 
30 4,32 ± 0,51 
32 3,97 ± 0,18 
 
Pri zaporednem dodajanju inhibitorjev so bili povprečni odstotki mrtvih celic nekoliko 
višji v primerjavi s poskusom, ko smo inhibitorje dodali samo na začetku. Kljub temu 
nismo zaznali bistvenega povečanja števila celičnih smrti ob dodatku izbranih inhibitorjev 
v primerjavi s kontrolo (preglednica 7).  
Preglednica 7: Povprečen odstotek mrtvih celic po 90 urah gojenja pri zaporednem dodajanju inhibitorjev pri tumorigeni 
celični liniji Caco-2 
Inhibitor Povprečno število mrtvih 
celic (%) 
Kontrola  4,44 ± 0,09 
3 5,38 ± 0,4  
9 5,05 ± 0,62  
23 4,05 ± 0,54  
29 4,57 ± 0,04  
30 4,68 ± 0,28  
 
V preglednici 8 lahko vidimo, da je tudi tukaj povprečno število mrtvih celic primerljivo s 
kontrolo. Razlika med povprečnim številom tretiranih in ne-tretiranih celic je manjše kot 1 
%.   
Preglednica 8: Povprečen odstotek mrtvih celic po 90 urah gojenja ob dodatku mešanice inhibitorjev prve in druge 
generacije pri celični liniji Caco-2 
Inhibitor Povprečno število mrtvih 
celic (%) 
Kontrola  4,59 ± 0,13 
3 in 30 5,68 ± 0,24  
 
4.5.2 Colo-829  
Pri celični liniji Colo-829 je število tretiranih celic primerljivo s kontrolo. Koncentracija 
dodanega inhibitorja ne vpliva na število celic (slika 43). Opazimo, da je bilo sicer število 
celic v poskusu, kjer smo dodali inhibitorja 30 in 31 nižje, kot pri inhibitorjih 23 ter 29.  
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Slika 43: Število živih celic po 90 urah gojenja brez dodanega inhibitorja in z dodanimi inhibitorji 23, 29, 30 in 32 pri 
celični liniji Colo-829 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM, 80 µM). 
Na sliki 44 vidimo, da je bilo število celic ob dodatku višjih koncentracij (20 µM in 30 
µM) inhibitorjev 3 in 29 v primerjavi s kontrolo manjše.  Pri ostalih inhibitorjih ni opaziti 
očitne razlike v številu celic.  
 
Slika 44: Število živih celic po končanem 90-urnem gojenju brez dodanega inhibitorja v primerjavi s številom živih celic 
ob zaporednem dodajanju različnih inhibitorjev 3, 9, 23, 29 in 30 pri celični liniji Colo-829 v različnih koncentracijah (10 
µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM). 
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Citostatskega učinka inhibitorjev na celice ni opaziti niti ob dodatku kombinacije 
inhibitorjev prve in druge generacije. Število celic je primerljivo s kontrolo in se giblje 
okoli 0,7 milijona celic na mililiter gojišča (slika 45).  
 
Slika 45: Število živih celic po končanem 90 urnem gojenju brez dodanega inhibitorja v primerjavi s številom celic ob 
dodatku kombinacije inhibitorjev 3 in 29 pri celični liniji Colo-829 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM). 
Citotoksični učinek na celice prav tako ni bil zaznan po 90 urah rasti v gojišču, največji 
povprečen delež mrtvih celic smo zaznali pri inhibitorju 29, najmanjšega pa pri 31 
(preglednica 9). 
 
Preglednica 9: Povprečen odstotek mrtvih celic po 90-urnem gojenju ob dodatku inhibitorjev druge generacije pri 
tumorigeni celični liniji Colo-829 
Inhibitor Povprečno število mrtvih 
celic (%) 
Kontrola  7,76 ± 0,59 
23 9,23 ± 0,6 
29 9,31 ± 0,73 
30 8,27 ± 0,49 
31 8,26 ± 0,38 
 
Pri zaporednem dodajanju inhibitorjev (preglednica 10) in pri kombinirani uporabi 
inhibitorjev (preglednica 11) so bile vrednost nižje v primerjavi s povprečnim številom 
mrtvih celic, ko smo inhibitorje dodali samo na začetku poskusa, kar pripišemo tudi nižji 
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Preglednica 10: Povprečen odstotek mrtvih celic po 90-urnem gojenju pri zaporednem dodajanju inhibitorjev pri 
tumorigeni celični liniji Colo-829 
Inhibitor Povprečno število mrtvih 
celic (%) 
Kontrola  1,24 ± 0,13 
3 1,95 ± 0,15  
9 1,70 ± 0,14 
23 2,40 ± 0,09 
29 1,66 ± 0,25 
30 1,38 ± 0,18 
 
Preglednica 11: Povprečen odstotek mrtvih celic po 90 urah gojenja ob dodatku mešanice inhibitorjev prve in druge 
generacije pri celični liniji Colo-829 
Inhibitor Povprečno število mrtvih 
celic (%) 
Kontrola 1,20 ± 0,10 
3 in 29 1,29 ± 0,26 
4.5.3 MDA-MB-231  
Število celic je tudi pri celični liniji MDA-MB-231 (slika 46) primerljivo s kontrolo pri 
inhibitorjih 30 in 31. Inhibitor 29 ob dodanih nižjih koncentracijah (20 µM in 40 µM) nima  
citostatskega učinka medtem, ko je pri višjih koncentracijah (60 µM in 80 µM) inhibitorja 
število celic na ml nižje od milijona. Za razliko od 29 pa ima inhibitor 23 manj celic ob 
dodatku najnižje 20 µM koncentracije.  
 
Slika 46: Število živih celic po 90 urah gojenja brez dodanih in z dodanimi inhibitorji 23, 29, 30 in 32 pri celični liniji 
MDA-MB-231 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM, 80 µM). 
Ko smo inhibitorje dodajali zaporedno (slika 47) in v nižjih koncentracijah, očitne razlike v 
številu celic v primerjavi s kontrolo ni bilo v nobenem od primerov. 
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Slika 47: Število živih celic po 90 urnem gojenju brez dodanega inhibitorja v primerjavi s številom živih celic ob 
zaporednem dodajanju različnih inhibitorjev 3, 9, 23, 29 in 30 pri celični liniji MDA-MB-231 v različnih koncentracijah 
(10 µM, 15 µM, 20 µM, 30 µM). 
Tudi ko smo dodajali kombinacijo obeh generacij inhibitorjev, lahko potrdimo ugotovitve, 
da v primerjavi s kontrolo ni bistvenih odstopanj. Zaključimo lahko, da ne zaznamo 
citostatskega učinka na celice (slika 48). 
 
Slika 48: Število živih celic po 90 urnem gojenju brez dodanih inhibitorjev v primerjavi s številom celic ob dodatku 
kombinacije inhibitorjev 3 in 29 pri celični liniji MDA-MB-231 v različnih koncentracijah (20 µM, 40 µM, 60 µM). 
Citotoksični učinek na celice je bil minimalen. Le pri inhibitorju 31 opazimo v primerjavi s 
preostalimi za dvakrat višji povprečen delež mrtvih celic, vendar je ta vrednost še kljub 
temu nizka (preglednica 12). 
Preglednica 12: Odstotek mrtvih celic ob dodatku inhibitorjev druge generacije pri tumorigeni celični liniji MDA-MB-
231 
Inhibitor Povprečno število mrtvih 
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celic (%) 
Kontrola  1,99 ± 0,54 
23 2,98 ± 0,2 
29 3,37 ± 0,39 
30 3,4 ± 0,21 
31 6,87 ± 0,44 
 
Tudi pri zaporednem dodajanju inhibitorjev ni prišlo do povečanja citotoksičnosti v 
primerjavi s kontrolo (preglednica 13). 
 
Preglednica 13: Odstotek mrtvih celic pri zaporednem dodajanju inhibitorjev pri tumorigeni celični liniji MDA-MB-231 
Inhibitor Povprečno število mrtvih 
celic (%) 
Kontrola  1,83 ± 0,14 
3 2,05 ± 0,18 
9 1,85 ± 0,05 
23 2,20 ± 0,15 
29 1,54 ± 0,16 
30 2,00 ± 0,18 
 
Ob dodatku mešanice inhibitorjev 3 in 29 je bilo povprečno število celice nižje kot pri 
kontroli, vendar kljub temu primerljivo (preglednica 14).  
 
Preglednica 14: Povprečen odstotek mrtvih celic po 90 urah gojenja ob dodatku mešanice inhibitorjev prve in druge 
generacije pri celični liniji MDA-MB-231 
Inhibitor Povprečno število mrtvih 
celic (%) 
Kontrola 1,83 ± 0,17 
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5 RAZPRAVA 
5.1 INHIBICIJA PRODUKCIJE LAKTATA OB DODATKU INHIBITORJEV DRUGE 
GENERACIJE PRI RAZLIČNIH CELIČNIH TUMORIGENIH  
Rak je bolezen, za katero po podatkih WHO iz leta 2018 zboli vsak drugi moški oziroma 
vsaka tretja ženska, eden od šestih bolnikov pa za rakom umre. Rak je velik problem 
sodobne družbe. Pri moških je najpogostejši rak pljuč, sledijo mu rak debelega črevesa, rak 
na želodcu in rak na jetrih. Pri ženskah pa so najpogostejši rak dojke, rak debelega črevesa, 
pljučni rak, rak materničnega vratu in rak ščitnice. Znanstveniki po vsem svetu si 
prizadevajo, da bi odkrili nove in uspešnejše načine za zdravljenje raka. Poleg genetskih 
sprememb ima ključno vlogo pri nastanku, vzdrževanju in širjenju raka tudi okvarjen 
energetski mehanizem (Warburgov učinek). Zanj je značilno, da kljub zadostni količini 
kisika v procesu glikolize prihaja do produkcije laktata, ki se izloča v medcelični prostor in 
povzroči padec pH-vrednosti v tumorjih (Potter in sod., 2016). Kot so poročali San-Millán 
in Brooks (2017), nizka pH-vrednost negativno vpliva na delovanje imunskih celic ter 
hkrati omogoči ustrezno okolje za ožiljanje tumorjev in njihovo metastaziranje. Močan 
vpliv ima tudi na odpornost na zdravila ter zmanjšuje učinkovitost radio- in kemoterapije 
(Pelicano in sod., 2006). Na podlagi tega smo želeli v našem poskusu z različnimi 
inhibitorji vplivati na specifično aktivnost ključnega regulatornega encima glikolize (PFK-
1), ki uravnava metabolni pretok preko glikolize in posledično zmanjša produkcijo laktata. 
Izbrali smo šestnajst inhibitorjev (21–36) druge generacije, da bi na treh metastaznih 
tumorigenih celičnih linijah, Caco-2, Colo-829 in MDA-MB-231 preverili njihovo 
učinkovitost na zmanjšanje tvorbe laktata. Inhibitorji so molekule z nizko molsko maso, ki 
naj bi se prilegale na vezavno mesto ATP izoencima PFK-1. Kot lahko vidimo na slikah 7, 
8 in 9, je najučinkovitejših pet inhibitorjev: inhibitor številka 23, 29, 30, 31 in 32. Ob 
dodatku le-teh v gojišče smo zaznali zmanjšano produkcijo laktata v primerjavi s kontrolo. 
Opazili smo tudi, da je učinkovitost samih inhibitorjev tudi tkivno specifična, saj pri vseh 
tumorigenih celičnih linijah ni prišlo do enakega učinka kot pri inhibitorju 23, ki je pri 
Caco-2 in Colo-829 znižal produkcijo laktata, medtem ko je pri MDA-MB-231 ni znižal. 
Laktat je sicer v gojišču prisoten že od vsega začetka in tudi kasneje se njegova 
koncentracija ne zmanjšuje, čeprav naj bi rakaste celice ob pomankanju glukoze lahko 
uporabljale laktat kot alternativni vir za napajanje CCK (Hirschhaeuser in sod., 2011; Zui 
in Thompson, 2019). 
Da bi se prepričali o delovanju izbranih inhibitorjev in določili njihovo najmanjšo možno 
koncentracijo, pri kateri so še učinkoviti, smo jih testirali tako, da smo dodajali različne 
koncentracije posameznih inhibitorjev (od 20 μM do 80 μM). Na podlagi rezultatov lahko 
vidimo, da pri Caco-2 celicah učinkovitost inhibitorjev 23 in 32 ni odvisna od dodane 
koncentracije, medtem ko smo pri inhibitorjih 29 in 30 zaznali koncentracijsko odvisnost. 
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V nasprotju s to ugotovitvijo pa pri celični liniji Colo-829 in inhibitorjih 29 in 30 
produkcija laktata ni bila koncentracijsko odvisna. Pri drugih dveh inhibitorjih (23, 31), 
testiranih pri Colo-829, pa opazimo vpliv same koncentracije. Inhibitorji (23, 29, 30, 31), 
ki smo jih testirali pri celični liniji MDA-MB-231, so kazali odvisnost zmanjšane 
produkcije laktata od dodane koncentracije. Največjo razliko v produkciji laktata med 
tretiranji smo zaznali pri inhibitorju 31, kjer je ob koncu poskusa pri 80 μM dodani 
koncentraciji vrednost laktata znašala 22,5 mg/L, medtem ko je pri drugih tretiranjih 
dosegla vrednost okoli 37 mg/L laktata. Vpliv koncentracije inhibitorjev na zmanjšano 
produkcijo laktata lahko pripišemo dejstvu, da nižje koncentracije inhibitorjev hitreje 
razpadejo oziroma ne dosežejo tarčnega mesta. El Sayed (2018) navaja podobne 
ugotovitve za antitumorsko učinkovino 3-BP, ki zaradi majhnosti molekule težko prehaja v 
celice in se hitro razgradi, zato je treba izboljšati samo molekulo. 
5.2 ZAPOREDNO DODAJANJE IZBRANIH INHIBITORJEV PRVE IN DRUGE 
GENERACIJE V DOLOČENIH ČASOVNIH PRESLEDKIH 
Na podlagi rezultatov na slikah od 10 do 21 smo ugotovili, da je kljub delovanju 
inhibitorjev vrednost laktata vseeno minimalno naraščala. Izjema je bil inhibitor številka 
30 (80 μM) pri celični liniji Caco-2, kjer je bila produkcija laktata inhibirana. Sklepali smo, 
da do naraščanja produkcije laktata prišlo zaradi razgradnje samih substanc oziroma zaradi 
težav pri njihovi razpoložljivosti. Posledično smo vsakih 24 ur dodajali inhibitorje v 
različnih koncentracijah (10 μM, 15 μM, 20 μM, 30 μM). Z zaporednim dodajanjem 
inhibitorjev smo testirali molekule, ki se vežejo na PFK-P/PFK-M (inhibitorja 3 in 9) in na 
PFK-L (inhibitorji 23, 29, 30). Ugotovili smo, da je bilo zaporedno dodajanje inhibitorjev 
učinkovito prav pri vseh celičnih linijah in da njihova dodana koncentracija pri večini 
testiranj ni bistveno vplivala na nižjo produkcijo laktata, saj so bile zelo učinkovite že 
najnižje koncentracije. Le pri Colo-829, inhibitorju 30 (slika 31), smo pri dodani najnižji 
koncentraciji zaznali povišanje laktata (36,1 mg/L) v primerjavi z drugimi (20,1 mg/L), 
toda je bila vrednost laktata še vedno bistveno nižja kot pri kontroli (65,6 mg/L). Iz tega 
lahko sklepamo, da je inhibitor ob stalnem dodajanju učinkovit že v majhnih odmerkih, kar 
je z vidika farmacije lahko zelo pomembno. 
5.3 KOMBINIRANA UPORABA INHIBITORJEV PRVE IN DRUGE GENERACIJE 
V telesu poznamo tri izooblike encima, in sicer mišični, jetrni in trombocitni tip, ki se v 
tkivih pojavljajo v različnih kombinacijah. Ker enako velja tudi za rakaste celice, smo se 
odločili, da bomo testirali kombinacije inhibitorjev prve in druge generacije, saj imajo 
posamezni tipi celice različno izražanje samih izoencimov.  
Pri tumorigeni celični liniji Caco-2 je prišlo do inhibicije, ki je odvisna od koncentracije 
dodanega inhibitorja, saj smo pri 20 μM zaznali 34,9 mg/L laktata, medtem ko je bila 
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produkcija laktata pri drugih dveh (40 μM in 60 μM) pod 20,0 mg/L laktata. Ni pa prišlo 
do popolne zaustavitve produkcije laktata. Drugi dve tumorigeni celični liniji nista kazali 
odvisnosti produkcije laktata od koncentracije dodanih inhibitorjev (slika 38 in slika 39), 
saj jima je uspelo že pri najnižjem dodatku mešanice inhibitorjev preprečiti nadaljnjo 
tvorbo laktata. Pri MDA-MB-231 (slika 39) smo sicer pri 20 μM koncentracij po 80 urah 
zaznali povečanje koncentracije laktata, vendar je bila vrednost laktata kljub temu za 
dvakrat nižja kot pri kontroli. To lahko pripišemo že prej ugotovljenemu dejstvu, da 
verjetno prihaja do razgradnje samih substanc. Zato bi bilo smiselno tudi v tem primeru 
poskusili še z zaporednim dodajanjem mešanih inhibitorjev PFK-1. 
5.4 CITOSTATIČNOST IN CITOTOKSIČNOST INHIBITORJEV  
Poleg učinkovitosti inhibitorjev na zmanjšanje koncentracij laktata smo želeli preveriti tudi 
njihovo citostatičnost in citotoksičnost. Do zmanjšane produkcije laktata bi lahko prišlo 
zaradi tega, ker bi inhibitorji imeli toksičen vpliv na celice in bi posledično lahko dobili 
lažno pozitivne rezultate na podlagi manjšega števila celic v primerjavi s kontrolo.  
Značilnost citostatičnih zdravil, ki se v večini uporabljajo za zdravljenje raka, je, da 
prizadenejo hitro deleče se celice med celično delitvijo, kar posledično sproži njihovo smrt. 
Njihova negativna lastnost je, da velikokrat niso selektivna in delujejo tudi na zdrave celice 
(Novakovič in sod., 2009). Ravno na podlagi tega si želimo, da bi imele naše učinkovine 
čim manjši citostatski učinek na celice, da bi zdrave celice delovale nemoteno, ter bi hkrati 
v rakastih celicah zmanjšali stopnjo glikolize.  
Inhibitor 29 pri celični liniji MDA-MB-231, pri višjih koncentracijah kaže minimalen 
citostatski vliv na celice. Pri ostalih celičnih linij nismo zaznali citostatičnih vplivov na 
celice, saj je bilo število celic primerljivo s številom celic pri kontroli.  
Pri spremljanju citotoksičnosti inhibitorjev smo v celicah merili aktivnost LDH. Ugotovili 
smo, da se rast celic v primerjavi s kontrolo ni bistveno spremenila, saj bi višje končno 
povprečno število mrtvih celic pomenilo, da se le-te razmnožujejo počasneje ali se sploh 
ne. Največji citotoksični učinek na celice smo opazili pri celični liniji Colo-829, ki je bil 
pri inhibitorju 29 skoraj 10-%. To lahko pripišemo temu, da smo dodajali nizko 
koncentracijo inhibitorja ter da bi bili lahko višji odmerki toksični.  
Dokazali smo, da izbranim inhibitorjem encima PFK-1 uspe zmanjšati tvorbo laktata pri 
rakastih celicah že pri nizkih koncentracijah, obenem pa ne motijo njihove rasti, prav tako 
se niso izkazali za citotoksične. Z zmanjšanjem laktata lahko zmanjšamo tudi njegove 
negativne lastnosti, kot je angiogeneza, preprečimo luščenje in prenos celic, hkrati pa 
zunajcelični prostor ni več zakisan. S tem bi lahko ustvarili ugodno okolje za ponovno 
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aktivacijo lastnih endogenih imunskih celic, da bi bile sposobne same obvladati in 
preprečiti širjenje raka. 
Negativna lastnost, da izbrani inhibitorji niso citostatični in citotoksični, je v tem, da je 
njihova uporaba učinkovita zgolj v kombinaciji še s katero od drugih terapij, kot so 
imunoterapija, kemoterapija ali radioterapija, saj sami po sebi ne povzročijo apoptoze 
rakastih celic.  
Clem in sod. (2008, 2016) so prav tako z uporabo superračunalnika prišli do spojine 3-PO 
in kasnejših derivatov (PFK15, PFK158), ki tako kot naši inhibitorji delujejo na regulacijo  
PFK-1 v rakastih celicah in ki so zelo učinkovite. Glavna prednost naših inhibitorjev v 
primerjavi z navedenimi pa je, da niso citotoksični. 3-PO in njegovi derivati vplivajo na 
celični cikel tako, da ga zaustavijo med fazo G2 in M, posledično pa lahko začnejo 
odmirati tudi zdrave celice našem primeru smo ugotovili, da inhibicija PFK-1 omogoča 
regulacijo glikolize in hkrati nižjo koncentracijo NADH ter da se s tem izognemo potrebi 
po prekomerni tvorbi laktata. Uporaba naših inhibitorjev na osnovi citostatičnih in 
citotoksičnih testov prav tako ne vpliva na druge celične mehanizme, posledično so 
neželeni učinki minimalni. To je tudi velika prednost pred farmacevtsko učinkovino, ki je 
že v fazi kliničnega testiranja – DCA. Njena glavna lastnost je, da ne povzroči nastanka 
viška piruvata, saj z inhibicijo PDK spodbudi, da nastali piruvat potuje v mitohondrij, 
posledično pa se zmanjša koncentracija laktata. Težava pa je, da laktat nastaja predvsem 
zaradi viškov NADH, na katere z uporabo DCA ne vplivamo. Posledično zato lahko v 
celici prihaja do prekomerne tvorbe RKS in njihovih negativnih učinkov za celice 
(Michelakis in sod., 2008).  
Inhibitorji pa imajo kljub več pozitivnim lastnostim veliko pomanjkljivosti, ki bi jih bilo 
treba v prihodnosti odpraviti. S pripravo derivatov bi jih bilo treba strukturno izboljšati, 
jim določiti vrednost IC50 ter jo po potrebi znižati. Vrednost IC50 oziroma srednja zaviralna 
aktivnost je merilo učinkovitosti snovi pri zaviranju določene biološke oziroma 
biokemijske funkcije. In vitro nam pove, koliko učinkovine je potrebne, da določen proces 
zmanjšamo za 50 %. S tem bi bili inhibitorji še učinkovitejši že pri nizkih odmerkih in bi 
postali še bolj farmacevtsko zanimivi (Selvaraj in sod., 2011). Prav tako bi bilo treba 
preveriti, ali se inhibitorji resnično vežejo na tarčno mesto (PFK-1) ali pa morda na 
nekatere druge kinaze. Ko bi to potrdili, bi bilo smiselno opraviti tudi teste na živalih in se 
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6 SKLEPI     
Po končanem poskusu smo prišli do naslednjih sklepov: 
 
– iz nabora šestnajstih inhibitorjev druge generacije smo pridobili pet inhibitorjev 
(23, 29, 30, 31, 32), ki so znižali produkcijo laktata v primerjavi s kontrolo. 
Njihova učinkovitost je odvisna od koncentracije dodanega inhibitorja; 
 
– produkcijo laktata pri tumorigeni liniji Caco-2 je najbolj zmanjšal inhibitor 32. 
Njegova učinkovitost ni bila odvisna od  dodane koncentracije;  
 
– najučinkovitejša inhibitorja pri tumorigeni celični liniji Colo-829 sta bila 29 in 30, 
ki prav tako nista kazala odvisnosti od dodane koncentracije; 
 
– pri MDA-MB-231 je inhibicija v produkciji laktata odvisna od dodane 
koncentracije inhibitorja. Najbolj učinkovit je inhibitor 30. 
 
- zaporedno dodajanje inhibitorjev pripomore k temu, da so skozi celotno časovno 
obdobje učinkovite že nizke koncentracije dodanega inhibitorja (10μM - 30μM); 
 
- inhibitorji številka 23, 30, 32 nimajo citostatskih in citotoksičnih učinkov na celice. 
Inhibitor 29 pri celični liniji MDA-MB-231 pri višjih koncentracijah kaže 













Potokar U.K. Testiranje inhibicije modificiranega jetrnega … rakastih celicah z izbranimi učinkovinam i.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
7 POVZETEK 
Za humane rakaste celice je značilno, da rastejo hitreje kot zdrave celice, hitreje porabljajo 
glukozo, ki jo večinoma pretvorijo v laktat, ter ga nato izločijo iz celic. Pojav je znan kot 
aerobna glikoliza ali Warburgov učinek. Za deregulirani metabolni pretok preko glikolize 
rakastih celic je odgovorna posttranslacijska modifikacija 6-fosfofrukto-1-kinaze (PFK-1), 
ki sicer predstavlja najkompleksnejši alosterični regulatorni encim glikolize. Obenem je 
tudi glavni metabolni motor za njihovo hitro rast. Nastali izvencelični laktat in z njim 
povezan padec pH-vrednosti v medceličnem prostoru sta glavna preprečevalca 
učinkovitosti imunskih celic proti rakastim in imata ključno vlogo pri nastanku metastaz.  
V telesu se so tri oblike encima PFK-1. PFK-P in PFK-M imata enako vezavno mesto 
ATP, PFK-L pa ne. Na Kemijskem inštitutu so zato s superračunalnikom določili 
nizkomolekularne spojine, ki naj bi se vezale na ATP-vezavno mesto izoencimov, in sicer 
z namenom njihove inhibicije. Prva generacija izbranih molekul se veže na modificirana 
encima PFK-P in PFK-M, medtem ko se druga veže na PFK-L. S predhodnimi testiranji 
prve generacije inhibitorjev so določili dva najuspešnejša inhibitorja (inhibitor 3 in 9). Naš 
namen je bil testirati izbrane inhibitorje druge generacije (16) in ugotoviti, ali pripomorejo 
k zmanjšanju tvorbe laktata. Test smo izvedli na treh tumorigenih celičnih linijah: Caco- 2 
(kolorektalni adenokarcinom), Colo-289 (melanom) in MDA-MB-231 (rak dojke). 
Celicam smo najprej dodali vse inhibitorje v 100 μM koncentraciji ter na podlagi tega 
testiranja izbrali najboljše, tj. tiste, pri katerih se je koncentracija laktata v primerjavi s 
kontrolo najbolj znižala. To so bili inhibitorji 23, 29, 30, 31 in 32.  
V nadaljevanju smo izbrane inhibitorje testirali na posameznih linijah v različnih 
koncentracijah, da bi ugotovili, kakšna je najmanjša možna koncentracija, pri kateri pride 
do zmanjšane produkcije laktata. Ugotovili smo, da ob enkratnem dodajanju so vrednosti 
laktata nižje, vendar se produkcija laktata ne zaustavi povsem. Opazili smo tudi, da so 
posamezni inhibitorji drugače učinkoviti glede na testirano celično linijo ter da je pri 
določenih inhibitorjih njihova učinkovitost odvisna od dodane koncentracije. Pri Caco-2 
sta inhibitorja 29 in 30 kazala odvisnost od dodane koncentracije, medtem ko sta to 
odvisnost pri Colo-289 kazala inhibitorja 23 in 31. Za razliko od teh dveh linij, so pri 
MDA-MB-231 vsi inhibitorji odvisni od dodane koncentracije. Najučinkovitejše so bile 
najvišje dodane koncentracije (60 μM in 80 μM).  
Ker je učinkovitost inhibitorjev po določenem časovnem obdobju začela se začela 
izgubljati, smo poskusili z 24-urnim zaporednim dodajanjem inhibitorjev v nižjih 
koncentracijah (od 10 μM do 30 μM). Testirali smo tudi inhibitorja prve generacije 3 in 9. 
Za razliko od prejšnjega testiranja smo povsod dobili želene rezultate in ugotovili, da so 
zelo učinkovite že nizke koncentracije. Med višjimi (30 μM) in nižjimi koncentracijami 
(10 μM) skoraj ni razlik v učinkovitosti. Izjema je bil le inhibitor 30 pri Colo-289, kjer smo 
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pri najnižji koncentraciji dobili nekoliko višje rezultate. Rezultati so zelo obetajoči in 
farmacevtsko zanimivi, saj bi bile ob rednem dodajanju učinkovite že najmanjše 
koncentracije. 
Zanimalo nas je tudi, ali imajo inhibitorji zaviralni učinek na rast celic (citostatski vpliv) in 
ali negativno vplivajo na rast celic (citotoksični vpliv), saj si ne želimo, da bi v telesu 
vplivali tudi na zdrave celice. Citostatičnost smo preverjali s testom XTT, citotoksičnost pa 
z meritvijo koncentracije encima LDH. V večini pri nobenem od testiranih inhibitorjev 
nismo zaznali negativnih učinkov, saj so bile vrednosti primerljive s kontrolnimi testiranji. 
Minimalno odstopanje od kontrolnih vrednosti je kazal inhibitor 29, pri celični liniji MDA-
MB, kjer je bila ob dodatku višjih koncentracij inhibitorjev manjše število celic.  Obenem 
gre tudi za negativno lastnost, saj inhibitorji s svojim delovanjem niso sposobni povzročiti 
celične smrti v rakastih celicah. Treba bi jih bilo uporabiti v kombinaciji z drugimi 
terapijami.  
Na podlagi rezultatov ugotavljamo, da smo odkrili učinkovite spojine, ki zaustavijo 
prekomerno produkcijo laktata v rakastih celicah in zmanjšajo pospešeni metabolni pretok 
glikolize na raven celic, ki se ne delijo pospešeno. Z dodajanjem inhibitorjev pa celic ne 
ubijemo. Predvidevamo, da bi preprečitev tvorbe laktata v tumorjih zmanjšala zakisanost 
in tako omogočila normalno delovanje imunskih celic, ki bi lahko obvladovale rakaste 
celice. Hkrati bi preprečili tudi tvorbo krvnih žil in metastaziranje, vendar bo treba opraviti 
še veliko raziskav, da bi prišli v klinično fazo testiranja. Ker je pojavnost izooblik encima 
PFK-1 tkivno specifično, bi bilo treba za posamezne tip raka testirati učinkovitost 
posameznih inhibitorjev. Kot primer omenimo inhibitor 23, kjer se je pri Colo-829 
produkcija laktata zmanjšala, in sicer ne glede na dodano koncentracijo, medtem ko pri 
MDA-MB-231 inhibicije pri nižjih koncentracijah nismo zaznali.   
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